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ABSTRAKT  
 Pre stanovenie obsahu gliadínu v pive  bola použitá enzýmová imunoanalýza. Je to rýchla 
a spoľahlivá metóda, ktorá sa bežne používa v potravinárskom priemysle.  
 Celiakia je autoimunitné ochorenie, inak nazývané intolerancia lepku. Gliadín, ako jedna 
zo zložiek lepku, spôsobuje u celiatikov vážne zdravotné problémy. U ľudí s touto poruchou 
autoimunity je dôležité prísne dodržiavať bezlepkovú diétu, čo sa vzťahuje na všetky potraviny. 
 V rámci bakalárskej práce bol pozorovaný a vyhodnocovaný obsah gliadínu vo vybraných 
dvadsiatich vzorkách českých pív zakúpených v komerčnej sieti. Vzorky boli analyzované 
testom RIDASCREEN Gliadin Competitive. Výsledky boli vyhodnocované pomocou softwaru 
RIDA SOFT Win a namerané obsahy gliadínu vo vybraných vzorkách pív boli následne 
porovnávané s normami pre bezlepkové výrobky. Obsah gliadínu sa vo vybraných pivách 
pohyboval v rozmedzí od < 0,5 mg/l až po 1 960 mg/l.   
ABSTRACT 
 Enzyme-linked immunosorbent assay was used for the determination of gliadin in beer. It 
is a fast and reliable method that is commonly used in the food industry. 
 Celiac disease is an autoimmune disorder, also known as gluten intolerance. Gliadin, as 
a component of gluten, causes serious health problems to people with celiac disease. 
Celiac disease patients must follow a strict gluten – free diet. 
 In this bachelor thesis, content of gliadin in twenty selected samples of Czech beer, 
obtained from retail stores was observed and evaluated. The samples were analyzed by a 
RIDASCREEN Gliadin Competitive was observed and evaluated. Results were evaluated with 
RIDA SOFT Win software. Detected gliadin contents in beer samples were compared with the 
standards for gluten- free products.  Content of gliadin in the selected samples of beer varied 
from < 0.5 mg/l to 1 960 mg/l. 
KĽÚČOVÉ SLOVÁ:  
gliadín 
pivo 
celiakia 
ELISA 
KEY WORDS: 
gliadin 
the beer 
celiac disease 
ELISA 
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ÚVOD 
  
 Názov lepok je odvodený od latinského slova pre lepidlá, a odkazuje na obsah 
proteínových zložiek, prevažne prolamínov a glutenínov, z pšenice, jačmeňa, ovsa a raže. 
Prolamíny sú bielkoviny rozpustné v alkohole,  ktoré sú bohaté na prolín a glutamín, označujú 
sa ako gliadín, hordeín, sekalín alebo avenín, respektíve ich názvy sú odvodené od 
charakteristického zrna. Lepok je výživným zdrojom bielkovín, ale predovšetkým vďaka svojím 
fyzikálno-chemickým vlastnostiam vplýva na štruktúru a tvar potravinárskych výrobkov, 
napríklad chleba.  
 Odhaduje sa, že približne až 5 % celkového obyvateľstva je postihnutých intoleranciou 
lepku. Celiakia je autoimunitné ochorenie, pri ktorom imunitný systém nevhodne reaguje na 
prijatý lepok, čo môžeme porovnať s napadnutím organizmu neznámym mikroorganizmom. 
Symptómy tejto choroby sú rôznorodé a zahrňujú poruchy trávenia, hnačky, bolesti brucha, 
nadúvanie, stratu telesnej hmotnosti ale aj podráždenosť, depresie a úzkosť. Celiakia vedie 
k deštrukcii mikroskopických klkov, ktoré sa nachádzajú na stenách tenkého čreva a ich 
hlavnou úlohou je vstrebávanie živín pri procese trávenia. Týmto nastáva problém, ktorý môže 
viesť k podvýžive, vývojovému oneskoreniu, osteoporóze alebo nedostatku živín. Jedinou 
možnou a účinnou liečbou tejto choroby je bezlepková diéta. Tá býva nákladná a často 
obsahuje málo vlákniny a príliš veľa cukrov, čo samo o sebe prináša ďalšie zdravotné riziká. 
Okrem toho sa takzvaný „skrytý lepok“ nachádza v potravinách ako sú  párky, rôzne omáčky 
a dezerty. Tento pojem („skrytý lepok“) sa používa pre produkty s prídavkom múky alebo pre 
výrobky, u ktorých z priemyselnej výroby nie je jasné či ju obsahujú. Bezlepkové produkty sa 
navyše v ktorejkoľvek časti produkčného cyklu, čo predstavuje rast plodín, zber, doprava 
frézovanie, skladovanie a výrobu, môžu kontaminovať. 
 Lepok, ako zložitá zmes proteínov ktorá sa vyskytuje v širokom rozsahu v surovom ale aj 
v spracovanom stave, ešte aj v súčasnosti spôsobuje problémy pri zisťovaní a hľadaní 
vhodného referenčného materiálu.  
 Existuje viacero metód určených k analýze obilných proteínov, ktoré sú založené na 
princípe elektroforézy, chromatografie či imunochemických reakcií. Enzýmová imunoanalýza 
(ELISA) je v súčasnosti najuznávanejšou metódou pre detekciu lepku v potravinách. ELISA 
sa praktikuje na rôznych testovacích súpravách, ktoré poskytujú rôzne výsledky z dôvodov: 
- použité protilátky majú rôzne vlastnosti, 
- rozdielne extrakcie u použitej metódy, 
- rozdielne referenčné materiály, ktoré sa používajú pre kalibráciu. 
 Kvantitatívna analýza gliadínu je praktikovaná pomocou hmotnostnej spektrometrie. Je to 
nový spôsob detekcie alergénnych proteínov, vrátane gliadínu. [9,11,15] 
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1 TEORETICKÁ ČASŤ 
1.1 Obilniny a ich zloženie 
1.1.1 Sacharidy obilnín 
 Obilniny obsahujú monosacharidy a oligosacharidy, ktoré sú zastúpené v zrnách v malých 
koncentráciách. Najvýznamnejšou skupinou biopolymérov sú práve polysacharidy. Medzi 
zásobné polysacharidy patrí škrob, medzi stavebné patria celulóza, hemicelulóza, lignín a iné.  
 Sacharidy tvoria, z hľadiska ľudskej výživy, podstatný zdroj vlákniny. [1,3]   
1.1.2 Bielkoviny obilnín 
 Zrelé obilné zrná obsahujú podľa druhu a odrody asi 9 – 13 % bielkovín v sušine. 
Základnými stavebnými zložkami bielkovín sú aminokyseliny. Dominantnou aminokyselinou 
v obilninách je kyselina glutamová, ktorá je prítomná vo forme glutamínu. V poradí druhou 
najviac zastúpenou aminokyselinou v obilninách je prolín, ktorý zabezpečuje vytvorenie 
pružnej priestorovej bielkovinovej štruktúry pšeničného cesta.  
 Na základe rozpustnosti v rôznych rozpúšťadlách sa bielkoviny podľa Osborna delia na 
albumíny, ktoré sú rozpustné vo vode; globulíny, rozpustné v roztokoch solí; prolamíny, 
rozpustné v 70 % etanole a glutelíny, ktoré sú rozpustné v zriedených roztokoch kyselín 
a zásad. Tieto bielkoviny sú zastúpené vo všetkých obilninách v rôznych pomeroch (niektoré 
sú zobrazené v Tabuľke č.1 ) 
  
 albumíny globulíny gliadín glutenín 
Pšenica 
leukosín 
14,7 % 
edestín 
7,0 % 
gliadín 
32,6 % 
glutenín 
45,7 % 
Žito 44.4% 10,2 % 
sekalín 
20,9 % 
sekalinín 
24,5 % 
Jačmeň 12,1 % 8,4 % 
hordeín 
25,0 % 
horednín 
54,5 % 
Ryža 10,8 % 9,7 % 
oryzín 
2,2 % 
oryzenín 
77,3 % 
Kukurica 4,0 % 2,8 % 
zeín 
47,9 % 
zeanín 
45,3 % 
Tabuľka č. 1: Zastúpenie bielkovín v  niektorých obilninách [15] 
 
 Prolamíny a glutelíny (gliadín a glutenín) sú najvýznamnejšie zásobné proteíny 
obsiahnuté v endosperme. Vo vode sú síce nerozpustné, ale vo vodnom prostredí bobtnajú 
a vytvárajú koloidné, vysoko viskózne roztoky alebo gély. Pri hnetení , čo znamená vloženie 
mechanickej energie a po prídavku vody, dochádza k vzniku viskoelastickej lepivej hmoty, 
ktorá sa nazýva lepok. Je zložený z hydratovaných gliadínových a glutenínových proteínov. Je 
zodpovedný za pružnosť a ťažnosť cesta. [1,2,6] 
 Lepok sa skladá z peptidových reťazcov, ktoré tvoria trojrozmernou sieť, spojené sú 
rôznymi mostíkmi a väzbami. 
Štruktúra gliadínu je vyobrazená na Obrázku č. 1. 
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Obrázok č. 1: Štruktúra gliadínu [6] 
1.1.3 Lipidy obilnín 
 Obsah lipidov v obilných zrnách je pomerne malý (5%), vyšší je v klíčiacich zrnách. 
 
 Cereálie sú všeobecne bohatým zdrojom vitamínov, hlavne vitamínov skupiny B, ktorých 
obsah závisí na stupni vymletí. V minoritnom množstve  sú v obilninách prítomné tiež 
minerálne látky a biologicky významné látky ako kyselina fytová, cholín, kyselina para- 
aminobenzoová a iné. 
1.2 Sladovnícke a pivovarnícke suroviny   
1.2.1 Jačmeň  
 Hlavným zdrojom zásobných sacharidov, bielkovín (sledovaných prolamínov a glutelínov) 
a ďalších zložiek nutných pri vytváraní charakteristických vlastností piva  je jačmenná obilka. 
U sladovníckeho jačmeňa sa okrem výnosu, odolnosti a náročnosti posudzujú sladové 
vlastnosti a to chemické zloženie a vhodnosť pre výrobu sladu. Zaraďujú sa do viacerých 
skupín. Z fyziologických znakov je najdôležitejšia klíčivosť a klíčivá energia, ktoré udávajú 
percentuálny podiel zŕn schopných vyklíčiť za stanovených podmienok. Medzi dôležité 
charakteristiky patria tiež objemová hmotnosť, absolútna hmotnosť a predovšetkým odrodová 
čistota. Ďalej je to čo najnižší podiel cudzích a biologicky poškodených, plesnivých zŕn, či zŕn 
s nahnedlými špičkami, ktoré môžu spôsobovať samovoľné speňovanie piva (tzv. gushing). 
Pri chemickom rozbore sa sleduje predovšetkým obsah vody, škrobu, celkových extrakčných 
látok a bielkovín. [3] 
 Požiadavky na sladovnícky jačmeň sú uvedené v Tabuľke č. 2. 
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Ukazovateľ I. trieda akosti II. trieda akosti 
Vlhkosť max. 20,0 % max. 20,0 % 
podiel zrna nad sitom 2,5 mm min. 85,0 % min. 65,0 % 
nečistoty nad sitom 2,2 mm a 2,5 mm max. 0,5 % nestanovuje sa  
prepad sitom 2,2 mm max. 2,0 % nestanovuje sa  
klíčivosť min. 95,0 % min. 92,0 % 
dusíkaté látky max. 11,0 % nestanovuje sa  
farba svetložltá až žltá svetložltá až žltá  
plocha 
jemná, jemne 
zvrásčená 
menej vyrovnaná, jemne 
zvrásčená  
objemová hmotnosť min. 639 g/l  - 
Tabuľka č. 2: Požiadavky na sladovnícky jačmeň [1] 
1.2.2 Voda 
 Voda je v sladovníckom a pivovarskom priemysle veľmi dôležitou surovinou, pretože 
priamo ovplyvňuje kvalitu piva. Voda, používajúca sa pri prevádzke procesu, musí zodpovedať 
štandardom pre jednotlivé operácie a zariadenia. 
 Z pivovarského hľadiska je dôležité poukázať na to, že niektoré ióny (Ca2+, Mg2+, Sr2+, Ba2+ 
a iné) reakciou s fosforečnanmi v slade spôsobujú zníženie pH, čo má za následok zvyšujúcu 
kyslosť rmutu, sladiny a mladiny. Pozitívne na činnosť enzýmov týmto pôsobia predovšetkým 
horečnaté a vápenaté ióny, a naopak ióny disociované z tvrdej vody (hydrogénuhličitanové 
a uhličitanové) pôsobia negatívne na celý varný proces. [2,4,5] 
1.2.3 Chmeľ 
 Chmeľ napriek tomu, že sa používa zo všetkých pivovarských surovín najmenej, podstatne 
výrazne ovplyvňuje chuť, vôňu a ďalšie kvalitatívne parametre piva. Medzi pivovarnícky účinné 
zložky patria prevažne chmeľové živice, triesloviny a éterické oleje, ktoré tvoria približne 20% 
sušiny chmeľu. [1,2,6] 
1.3 Gliadín v procese výroby sladu  
 
Obrázok č. 2: Schéma postupu výroby  sladu [1] 
odpad
voda
sladový kvet
jačmeň
čistenie a triedenie
máčanie
klíčenie
sušenie zeleného sladu
odklíčenie a leštenie sladu
uskladnenie sladu
11 
 
 Slad sa vyrába riadeným procesom klíčenia a sušenia, pri ktorom sa v zrne hromadia 
enzýmy, aromatické a farebné látky potrebné na výrobu piva. Výrobný postup sladu možno 
rozdeliť podľa Obrázku č. 2. [1,3] 
1.3.1 Príjem, čistenie a triedenie jačmeňa 
 Príjem jačmeňa sa praktikuje na prijímacej rampe z vagónov, nákladných automobilov 
alebo cisterien. Z každej dodávky sa odoberajú vzorky k analýze. Rozborom sa zisťuje , či 
zodpovedá určitej triede akosti podľa TN, čím sa rozumie obsah vody, bielkovín, klíčivosť, 
podiel zrna nad sitom 2,5 mm, farba, plocha, podiel nečistôt, napadnutie škodcami atď. (viď. 
Tabuľka č. 1).  
 Pred uskladnením sa jačmeň musí zbaviť prachu a nečistôt, roztriedi sa podľa akosti 
a podľa veľkosti. Jačmeň s obsahom vlhkosti nad 20% sa musí pred uskladnením vysušiť (aby 
sa nepoškodila klíčivosť, teplota sušenia nesmie prekročiť 40°C). Čistiaca stanica pozostáva 
z troch častí a to z aspirátora, triéry a sitových triedičov. Vyčistený a roztriedený jačmeň sa 
skladuje v silách, ktoré sú zaopatrené pneumatickou dopravou a prevzdušňovacím 
zariadením, ale pri dlhšom uskladňovaní s musí jačmeň ošetrovať. Intenzívnym dýchaním 
jačmeň spotrebováva časť svojich organických bezdusíkatých látok a vydychovaný oxid 
uhličitý sa musí odvádzať. Takisto dôležitá je teplota a vlhkosť v sile, teplota do 20°C 
s vlhkosťou 15% neznamená žiadne vyššie straty na skladovanom jačmeni, vyššia vlhkosť 
a teplota by dopomáhala k množeniu mikroorganizmov na povrchu zrna. [1,2] 
1.3.2 Máčanie jačmeňa 
 Cieľom riadeného máčania jačmeňa je zvýšiť obsah vegetačnej vody, ktorá je potrebná 
pre zahájenie enzymatických reakcií a klíčenia. Tento proces sa v súčasnosti považuje za 
najdôležitejší úsek výroby sladu, pretože rozhoduje o jeho budúcej kvalite.   
 Jačmeň sa máča v náduvníkoch, sú to valcovité kónické nádrže. Sú umiestňované nad 
sebou alebo vedľa seba, z dôvodu prečerpávania jačmeňa, alebo vody, počas máčania.  
 Jačmeň sa sype do vody z dôvodu odplavenia prachu a prázdnych zŕn. Aby sa zrno pri 
namáčaní nezadusilo, tak počas procesu sú potrebné vzdušné prestávky a zároveň sa 
odvádza oxid uhličitý, alebo sa do vody vháňa stlačený vzduch. Pôsobí to veľmi priaznivo 
a jačmeň teda rýchlo a vyrovnane puká (namáčanie pri 12°C trvá približne 72 hodín, so 
zvýšením teploty je možné dobu máčania skrátiť). 
 Tento proces nemá žiadny vplyv na degradáciu gliadínu v jačmeni. 
 Rýchlosť príjmu vody zrnom ovplyvňujú faktory ako teplota vody, veľkosť a štruktúra zrna. 
Dosiahnutý obsah vody sa nazýva stupňom domočenia, a líši sa typom vyrábaného sladu. 
[1,2] 
1.3.3 Klíčenie jačmeňa 
 Klíčenie je fyziologický proces, pri ktorom sa v zárodočnej časti zrna začínajú vyvíjať 
zárodky listov a koreňov, s využitím zásobných látok v zrne.   
 Cieľom sladovníckeho klíčenia je aktivácia enzýmového systému zrna, syntéza ďalších 
enzýmov zrna a docielenie požadovanej vnútornej premeny zrna, pri minimálnych nákladoch 
a únosných stratách.  
 Klíčenie prebieha: tvorbou enzýmov a premenou látok, rastovými zmenami a prejavom 
rastu. Tvorba nových enzýmov je iniciovaná prítomnosťou fytohormónov. Najprv vzniká  
 glukanáza a potom  amyláza, ktorá je najdôležitejším enzýmom sladu a neskôr, s jej 
pomocou, môžu byť odbúravané škroby v procese rmutovania. Tieto enzýmy však 
neovplyvňujú žiadnym spôsobom štruktúru gliadínu. 
 Môže byť periodické alebo kontinuálne. Medzi periodické klíčenie sa radí hlavne klasický 
spôsob klíčenia na humnách (väčšinou v podzemných priestoroch), kde sa udržiava 
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konštantná teplota 15°C  a relatívna vlhkosť vzduchu 90%. Vymočený jačmeň sa rozprestiera 
rovnomerne na dlážku humna do výšky asi 30 cm, a pravidelne sa prehadzuje. Výsledkom 
klíčenia je mladý zelený slad, ktorý je suchý, mäkký a má múčnatý endosperm. 
 V súčasnosti ručnú prácu nahradili pneumatické postupy sladovania, ktoré majú dokonalý 
systém núteného vetrania, a presné nastavenie teploty a vlhkosti v klíčiacich komorách.  [1,2] 
1.3.4 Hvozdenie zeleného sladu 
 Hvozdením sa zníži obsah vody v slade na hodnoty pod 4%,  zastavia sa vegetačné 
pochody pri zachovaní požadovanej enzýmovej aktivite a vytvoria sa chuťové, farebné 
a oxidoredukčné látky, ktoré tvoria sladový charakter. 
 Najprv sa musí zníži obsah vlhkosti na 20% (pri teplote 40°C), pričom môže zrno ďalej 
klíčiť. Nasledovným zvýšením teploty na 60°C sa zníži vlhkosť o 10% a stále pokračujú 
enzymatické reakcie (tým rozumieme rozklad škrobu, ale nie bielkovín). Dosúšanie prebieha 
pri teplotách 80 až 85°C, a to umožňuje tvorbu farebných a chuťových látok (melanoidíny). 
 Týmto sa hvozdenie líši od klasického sušenia. [1,2,6] 
1.3.5 Odklíčkovanie sladu 
 Usušený slad z hvozdu sa dostáva do odklíčkovačky, kde sa odstraňujú korienky (sladový 
kvet) a zároveň sa slad ochladzuje. 
 Sladový kvet sa používa ako krmivo, pretože obsahuje veľké množstvo dusíkatých látok 
s vysokou výživovou hodnotou.    
 Hotový slad sa laboratórnou analýzou testuje na enzýmovú mohutnosť a hodnotia sa 
zároveň vonkajšie znaky, a objektívne biochemické, mechanické a fyzikálno-chemické 
charakteristiky. Pred expedíciou sa slad ošetruje leštením, zbavovaním sa prachu a nečistôt. 
[1,2] 
 V procese výroby sladu nedochádza k degradácií gliadínu. To znamená, že vo svojej plnej 
forme prechádza do nasledujúceho procesu a to výroby piva. [15] 
1.4 Gliadín v procese výroby piva 
 Tento proces je možné rozdeliť do troch výrobných úsekov, ktoré zahrňujú celú radu 
biochemických a chemicko-inžinierskych operácií: 
1. výroba mladiny 
2. hlavné kvasenie mladiny 
3. záverečné úpravy a stáčanie piva [2] 
1.4.1 Výroba mladiny 
 Cieľom výroby mladiny je extrahovať slad a chmeľ do roztoku v optimálnej miere, a tým 
zabezpečiť dostatok živín pre metabolizmus kvasenia a v neposlednom rade senzorické 
vlastnosti piva.  
 Dochádza k extrakcii prolamínov zo sladu, ktoré sa dostávajú do mladiny. 
 Jednotlivé kroky výroby mladiny môžeme rozdeliť na šrotovanie, vystieranie, rmutovanie, 
sciedzanie, chmeľovar a chladenie mladiny. [1,2] 
1.4.1.1 Šrotovanie 
 Šrotovanie je mechanický proces, v ktorom sa desintegruje sladové zrno s cieľom 
rozomlieť endosperm a zachovať celistvosť zŕn. Keďže z endospermu sa získava základný 
podiel extraktu mladiny, musí byť rozomletý opatrne, pluchy by mali ostať celistvé z dôvodu 
funkcie prirodzenej filtračnej vrstvy, obsahu polyfenolových horkých a farebných zlúčenín, 
ktoré by pri prechode do mladiny nepriaznivo ovplyvňovali senzorické vlastnosti a stabilitu 
piva.  
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 Šrotovanie sladu sa uskutočňuje za sucha, za sucha s oddelením jednotlivých frakcií, 
s predbežne navlhčenými pluchami (vodou alebo parou), alebo za mokra. 
 Najvýhodnejšie je šrotovanie za mokra, čo umožňuje lepšiu celistvosť plúch. Slad sa pred 
šrotovaním máča, kým nedosiahne približne 30% obsah vody. Takto namočený slad sa ďalej 
vystiera vo vystieracích nádobách. [1,2] 
1.4.1.2 Vystieranie   
 Vystieranie predstavuje dôkladné premiešanie sladu s vodou. Pomer vody a sladu sa na 
proces volí tak, aby sacharizácia predku mala 13 až 18 % hmotnostných percent.  
 Na začiatku sa vystieracia nádoba naplní asi polovicou množstva vody a zo zásobníka sa 
tenkým prúdom pripúšťa sladový šrot so zbytkom vody. Vo vystieracej nádobe sa nachádza 
miešadlo, ktoré dbá o premiešanie sladu s vodou a zabraňuje tvorbe neprevlhčených zhlukov 
sladu. Vystiera sa prevažne pri 37 °C  (kyselinotvorná teplota, najpriaznivejšia teplota vystierky 
pre zvýšenie kyslosti). [1,2] 
1.4.1.3 Rmutovanie  
 Iba malá časť  sladového extraktu je priamo rozpustná (15 – 17 %), zvyšok je teda nutné 
previesť do rozpustnej formy, čo sa uskutočňuje prostredníctvom sladových enzýmov. Tieto 
enzýmy štiepia vysokomolekulárne látky v slade a zároveň neprerušujú biochemické deje, 
ktoré začali už pri namáčaní a klíčení jačmeňa. Najdôležitejšími operáciami v tomto procese 
sú štiepenie škrobu a vhodného podielu bielkovín, a ďalších látok na ich nízkomolekulárne a 
rozpustné zložky. Tieto procesy sú zabezpečené sladovými enzýmami ako sú amylolytické, 
proteolytické, cytolytipcké, kyselinotvorné, oxidačno- redukčné a lipolytické. 
 Škrob musí byť degradovaný na zkvasitelné cukry, ako glukóza, maltóza a maltotrióza 
a na dextriny (neskvasitelné). To sa deje v troch etapách: 
1. napučanie a zmazovatenie škrobu 
2. stekutenie škrobu (  amyláza, 65 – 70 °C, pH = 4,6) 
3. scukornatenie škrobu- komplex amyláz degraduje sladový škrob na rôzne podiely 
jednotlivých cukrov vo výslednej sladine. 
 Pri tomto procese prechádzajú do roztoku rozpustné dusíkaté látky, ktoré sú štiepené 
proteolýtickými enzýmami. Nedochádza k degradácií gliadínu, len k jeho naštiepeniu na 
kratšie úseky. Štiepenie dusíkatých látok musí byť kontrolované, pretože sú zodpovedné za 
penivosť, fixáciu a plnosť oxidu uhličitého v pive, no nadmerná koncentrácia má negatívny 
vplyv na stabilitu piva.  
 Proces rmutovania prebieha viacerými štádiami, v ktorých dôležitými teplotami sú: 
- 35 – 38 °C kyselinotvorná teplota 
- 45 – 55 °C peptonizačná teplota 
- 60 – 65 °C nižšia cukrotvorná teplota 
- 70 – 75 °C vyššia cukrotvorná teplota 
- 78°C najvyššia cukrotvorná, odrmutovacia teplota 
 Rmutovanie rozoznávame infúzne a dekokčné. Líšia sa voľbou teplôt a dobou pôsobenia 
charakteristických kľúčových enzýmov sladu, alebo ich skupín. 
 Pri infúznom rmutovaní nasáva rozpúšťanie a štiepenie extraktu sladu s dlhodobejším 
účinkom enzýmov, bez mechanického zásahu (povarenie sladu). 
 Dekokčné rmutovanie je založené na postupnom spúšťaní rmutov v menších množstvách 
z vystieracej nádoby do panvy, kde sa scukorňujú a varia. 
Podľa počtu čiastkových rmutov rozoznávame postupy na jeden, dva až tri rmuty. 
 Konečná časť rmutovania (scukornatenie) sa reguluje pomocou vypúšťania alebo 
zaradením výdrží pri teplote 62 až 65°C. 
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 Kontrola rmutovania spočíva v sledovaní objemov, teplôt a scukornatenia rmutu podľa 
farebnej reakcie s jódom.  
1.4.1.4 Sciedzanie  
 Sciedzanie je pivovarský termín ktorý označuje proces filtrácie špecificky pre odrmutované 
podiely, a to pevný (mláto) a vodný podiel s obsahom extraktívnych látok (mladina). Prebieha 
v dvoch krokoch: 
1. sťahovanie predku (hlavný podiel extraktu) 
2. vylúhovanie mláta  
 Pred odčerpaním rmutu do sciedzacej nádoby, ktorá má dvojité dno, sa medzi dve vrstvy 
(plné a sciedzacie dno) vpustí voda s teplotou 78 °C, kvôli vytlačeniu vzduchu a ohriatiu dna. 
Rmut sa odčerpáva na rozdeľovaciu misku, aby došlo k rovnomernému rozloženiu. Tým sa 
vytvorí filtračná vrstva (filtračný koláč), ktorá je kyprená krúživým pohybom zariadenia 
(kypridla) za cieľom znížiť odpor filtračného koláča, a zároveň na konci procesu slúži k posunu 
mláta k otvoru, ktorým sa z nádoby vyhrnie. 
 Okrem sciedzacích nádob sa v praxi používajú sladinové filtre, ktoré síce urýchľujú proces 
sciedzania, majú vplyv na lepšiu kvalitu, ale ich nevýhodou sú vyššie nároky na prácnosť 
a spotrebu energie. 
1.4.1.5 Chmeľovar 
 Počas chmeľovaru dochádza k niekoľkým fyzikálne – chemickým zmenám, ktoré majú 
veľký dopad na zloženie mladiny a tým aj na charakter vyrábaného piva. 
 Keďže pri vysladzovaní sa sladina riedi vodou, je potrebné odpariť približne 10% obsahu 
vody v mladine. Dochádza k varu, pri ktorom sa mladina sterilizuje, inaktivujú sa zvyškové 
enzýmy a dochádza ku koagulácií makromolekulových látok (bielkovín), ktoré ovplyvňujú 
stabilitu a piva a jeho organoleptické vlastnosti. 
 K mladine s pridáva chmeľ aby boli dosiahnuté príslušné senzorické vlastnosti (horkosť 
a aróma). Po procese sa chmeľové mláto sciedza a odvádza ako odpad, hnojivo, respektíve 
ako krmivo. 
 Výťažok varu je podiel rozpusteného extraktu (sladu) a jeho náhrad, čo sa vyjadruje 
v percentách. [1,2] 
1.4.1.6 Chladenie mladiny 
 Hrubý kal v mladine tvoria vločky (30 – 80 µm), ktoré sa vyzrážali počas chmeľovaru. Tieto 
vločky obsahujú prevažne bielkoviny, ale aj polyfenoly, horké látky a iné. Hrubý kal musí byť 
odstránený, pretože by negatívne ovplyvňoval kvalitu a stabilitu piva.  
 Pri chladení sa vylučuje hrubý a jemný (chladový) kal. Hrubý kal obsahuje prevažne 
bielkoviny, horké látky a polyfenoly, jemný kal okrem bielkovín a polyfenolov, ktoré obsahuje 
v menšom zastúpení, aj sacharidy. Je dôležité chladiť za aseptických podmienok, aby sa 
zabránilo kontaminácií (40 až 60 °C).  
 Mladina sa vháňa do nádob alebo plochých mís. Kaly sa usadzujú na dnách nádob 
a vyčírená ochladená mladina sa vypúšťa z nádoby. Na odstránenie malých kalov sa 
používajú kalolisy alebo odstredivky. [1,2] 
1.4.2 Hlavné kvasenie mladiny a dokvášanie mladého piva 
 V pivovarníctve sú zaužívané dva druhy kvasenia: spodné kvasenie (Saccharomyces 
cerevisiae) a vrchné kvasenie (Saccharomyces pastorianus/ carlsbergensis). Hlavným 
rozdielom medzi spodnými a vrchnými kvasinkami je zloženie bunkovej steny (spodné 
kvasinky sa usádzajú po kvasení na dno nádoby, vrchné kvasinky sú vynášané oxidom 
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uhličitým na hladinu mladiny), hodnota teploty pri kvasení (spodné 6 – 12 °C, vrchné kvasinky 
18 – 24 °C) a rozdielna tvorba senzoricky významných produktov kvasenia. [1,2] 
1.4.2.1 Spodné kvasenie 
 Ochladená mladina sa napúšťa do otvorených kvasných nádob, kde sa zakváša čistou 
kultúrou pivovarských kvasiniek (Saccharomyces uvarum, v minulosti Saccharomyces 
carlsbergensis Hansen), ktoré si pivovar sám rozmnožuje v propagačných staniciach.  
 Najdôležitejším javom hlavného kvasenia je premena nezkvasiteľných cukrov mladiny na 
etanol a oxid uhličitý procesom anaeróbneho kvasenia  
energia2COOHH2COHC 2526126  .  
1. Asi po 12 hodinách zakvasenia začína rozprašovanie a vyznačuje sa tvorbou peny  
2. 2 – 3 dni v čase maximálneho vývinu oxidu uhličitého sa tvoria nízke biele krúžky 
3. Vysoké hnedé krúžky trvajú asi 3 dni (výrazné kaly vynesené do peny) 
4. Čas sedimentácie kvasníc je prepadávanie deky (mala by sa odoberať) 
 Počas kvasenia teplota v kvasných nádobách stúpa, preto sa tiet nádoby musia 
ochladzovať. 
 Hlavnou úlohou kvasenia nie je len vznik alkoholu ale aj senzoricky aktívnych produktov 
kvasenia. [1,2] 
1.4.2.2 Dokvášanie v ležiackych pivniciach 
 V priebehu dokvášania a zrenia mladého piva dochádza k spotrebe zostávajúcich 
zkvasiteľných cukrov, čo vedie k tvorbe oxidu uhličitého a jeho nasýteniu v pive. Ďalej prebieha 
vyčírenie a dotváranie senzorických vlastností.  
 Mladé pivo sa uskladňuje v ležiackych tankoch (asi 5 °C) umiestnených do ležiackych 
pivníc, ale v súčasnosti sa používajú prevažne CKT (cylindrokónické tanky). [1,2] 
1.4.3 Záverečné úpravy a stáčanie piva  
 Po ukončení kvasenia a dozrievania sa produkt z hľadiska organoleptických vlastností 
považuje za hotové. Následné záverečné úpravy sa aplikujú  s cieľom vyhovieť 
spotrebiteľským a komerčným požiadavkám. 
 Cieľom filtrácie je odstrániť zvyšky neusadených mikroorganizmov a koloidných častíc tak, 
aby pivo získalo požadovanú čírosť. Dnes sa najčastejšie praktikuje na doskových 
naplavovacích filtroch, v ktorých sa na filtračnú mriežku naplavuje prášok SiO2 s filtračným 
účinkom. Najmodernejšou technológiou je membránová filtrácia, pomocou ktorej je možné 
nahradiť pasterizáciu, a tým aj negatívne pôsobenie tepla na koloidnú stabilitu a senzorické 
vlastnosti piva.  
 Ku koloidnej stabilizácií sa používajú najmä adsorpčné stabilizátory (kremičité gély pre 
odstránenie dusíkatých látok, vysokomolekulárny polyamidový prášok pre odstránenie  
polyfenolov) a antioxidačné činidlá (kyselina askorbová, siričitany) pre odstránenie oxidačného 
vplyvu kyslíku zo vzduchu. 
 Pri procese výroby piva dochádza k extrakcii gliadínu do piva v stabilnej forme, ktorá sa 
už ďalej nemení. [1,2,21]  
 Schéma klasickej výroby piva je naznačená na Obrázku č. 3 
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Obrázok č. 3: Schéma klasickej výroby piva [1] 
 
 Zo zobrazených dát v Tabuľke č. 3 je zrejmé, že obsah gliadínu v pive sa pri procese 
výroby piva znižuje, avšak dosiahnutá koncentrácia vo výslednom produkte nie je pre ľudí 
trpiacich celiakiou vyhovujúca. [21] 
 
  
Gliadín 
[mg/kg] 
% slad  
100% 
Slad 9390 100 
Sladina 24,7 1,75 
Mladina 24 1,7 
Pivo 3 0,21 
Stabilizované pivo < 1,5 < 0,11 
Tabuľka č. 3: Obsah gliadínu vo fázach výroby piva  [21]  
CO2
hotový produkt
zohrievanie
mláto
chmeľ,   
zohrievanie 
chmeľ
studená voda horké kaly
kvasničnná  
biomasa
kvasnice
krmivo
zakvášanie
hlavné kvasenie
dokvášanie
pivo
filtrácia
stáčanie
voda
separácia chmeľu
mladina
chladenie mladiny
slad
šrotovanie
vystieranie
rmutovanie
scedzenie
sladina
chmeľovar
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2.1 Metódy stanovenia gliadínu  
1.5.1 Extrakcia 
 Pri izolácií biologických makromolekúl je dôležitý charakter materiálu a izolovaných 
molekúl.  
1.5.1.1 Extrakcia z pevnej fázy do kvapalnej fázy 
 Táto analytická metóda sa používa predovšetkým v potravinárskom priemysle k extrakcií 
tukov a olejov. Tiež sa používa k izolácií látok z prírodných materiálov.  
 Dôležité je zvoliť čo najselektívnejšie rozpúšťalo, čo znamená zvoliť také, aby sa v ňom 
rozpúšťala len požadovaná látka. Pre túto metódu sa ako extrakčný prístroj najčastejšie 
používa tzv. Soxhletov extraktor (opakovaná extrakcia), extraktor podľa Twisselmanna. 
 Extrakcia podľa Soxhleta: 
Aparatúra, zobrazená na Obrázku č. 4, je zložená z varnej banky, chladiča a extrakčného 
nástavca. Extrahovaná látka sa vloží do extrakčnej patróny, ktorá je zhotovená z papiera alebo 
zo skla. Do varnej banky sa prevedie rozpúšťadlo, ktoré sa následne privedie k varu. Vyparené 
rozpúšťadlo v chladiči kondenzuje a takto sa dostáva do patróny so vzorkou, kde dochádza 
k extrakcii. Po naplnení patróny dochádza k vypusteniu extraktu do varnej banky za pomoci 
prepadovej trubice. Tento proces sa niekoľkonásobne opakuje, pričom izolovaná látka musí 
spĺňať podmienku, že musí byť stabilná pri teplote varu rozpúšťadla. [19] 
 
Obrázok č. 4: Soxhletov extraktor  [12] 
1.5.1.2 Extrakcia z kvapaliny do kvapaliny 
 Základom extrakcie z kvapaliny do kvapaliny je ustálenie rovnováhy medzi dvoma 
vzájomne nemiešateľnými kvapalinami, čo sa nazýva taktiež vytrepávanie.  
 Extrahuje sa látka z vodného roztoku do organického rozpúšťadla. Po pretrepaní 
v deliacom lieviku sa ustáli rovnováha, ktorá je charakterizovaná Nernstovým rozdeľovacím 
koeficientom, ktorý udáva podiel látky v organickom rozpúšťadle. [19,20] 
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1.5.1.3 Extrakcia tuhou fázou 
 Extrakcia tuhou fázou je výkonná jednostupňová metóda pre rýchlu a selektívnu prípravu 
vzoriek, ktorá sa nazýva taktiež chemickou filtráciou. Základom je zachytenie molekuly látky 
na tuhom sorbente, ktorý je pretekaný extrahovanou látkou. [19,20]  
 Pre lepšie definovanie prolamínových skupín látok je možné následne použiť metódy 
elektroforetické alebo chromatografické. [12,13,14] 
1.5.2 Elektroforetické metódy  
 Elektroforéza patrí medzi elektromigračné metódy, ktoré využívajú rozdielnu pohyblivosť 
nabitých častíc k separácií v elektrickom poli. Pohyb častíc závisí na veľkosti, tvare a náboji 
molekuly, na pH, atď.   
 Pre analýzu cereálnych bielkovín sa používa a medzi elektroforetické metódy zaraďuje 
elektroforéza v polyakrylamidovom géle s dodecylsulfátom sodným (SDS-PAGE), 
elektroforéza v kyslom prostredí (acid-PAGE), izoelektrická fokusácia (IEF), kapilárna zónová 
elektroforéza (CZE),a vysokoúčinná dvojrozmerná HPLC-HPCE.  
 Charakteristika a separácia prebieha na základe veľkosti molekúl alebo pohyblivosti 
molekúl v elektrickom poli. [12,14] 
1.5.3 Chromatografické metódy  
 Chromatografia je chemická a fyzikálna separačná metóda, založená na rozdielnej 
rýchlosti separácie rozpustených látok. Ide o migráciu obvykle dvoch fáz, nepohyblivej 
(stacionárnej) a pohyblivej (mobilnej). Chromatografické delenie sa uskutočňuje v prípade, že 
medzi stacionárnou a mobilnou fázou chromatografického systému je rovnováha medzi 
rozpustenými látkami narušená prúdením a následne obnovovaná prostredníctvom difúzie.  
 Chromatografické prístroje rôznych druhov sa v účastnosti delia na dve hlavné skupiny   to 
je kvapalinová a plynová chromatografia. Medzi často používané chromatografické metód 
taktiež patrí gélová permeačná chromatografia, HPLC na reverznej fáze a na jónomeničoch. 
Takáto separácia podáva cenné informácie o rozdelení, zložení a vlastnostiach prolamínov, 
ale je značne nešpecifická. [12,13,14] 
1.5.4 Polymérová reťazová reakcia (PCR) 
 PCR funguje na princípe stanovenia a kvantifikácie prítomnosti genetického materiálu 
v danej plodine. Táto metóda je potenciálne vhodnou možnosťou pre stanovenie alergénnych 
obilnín v potravinách, pretože dokáže detekovať stopy nepoškodenej DNA v nich. Jej 
nevýhodou je potreba prítomnosti DNA vo vzorku a možnosť detekovať práve u jednej obilniny 
kontamináciu vzorku nukleovými kyselinami. [12,13,14] 
1.5.5 Enzýmová imunoanalýza 
 Pre enzýmovú imunoanalýzu je zapoužívaná skratka ELISA z anglického názvu enzyme-
linked immunosorbent assay. Jej výhodou je krátka doba analýzy, jednoduchá manipulácia 
a taktiež analýza viacerých vzoriek súčasne. Z ponúkaných metód je najefektívnejšia. 
 Hlavnou myšlienku metódy je detekcia a stanovenie nízkych koncentrácií protilátok 
a antigénov (v našom prípade enzýmov), ktoré nie sú detekovateľné vyššie spomenutými 
metódami. 
 Je to reakcia antigénu s protilátkou, kde antigén alebo protilátka kovalentne viaže vhodný 
enzým. Termín antigén popisuje substanciu, s ktorou je protilátka špecificky viazaná, protilátky 
sú bielkoviny (presnejšie glykoproteiny), vykazujúce špecifickú schopnosť viazať sa 
s antigénmi.  
 Zaužívané sú dva typy ELISA a to kompetitívna a nekompetitívna (sendvičová). Hodnota 
koncentrácie analytu sa meria zmenou absorbancie, ktorú spôsobil vznikajúci produkt 
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enzýmovej reakcie. Porovnáva sa s kalibračnou krivkou štandardov, ktoré sú väčšinou 
priložené v balíčku pre analýzu od výrobca. Najpoužívanejší typ pevného nosiča sú steny 
jamiek mikrotitračných doštičiek z tvrdeného polystyrénu. Tieto doštičky obsahujú 48 (6 radov 
po 8 jamkách pod sebou) alebo 96 jamiek (8 radov po 12 jamkách pod sebou o objeme 300 
µl). [8,9,10] 
1.5.5.1 Nekompetitívna enzýmová imunoanalýza 
 V prvom kroku reaguje protilátka zakotvená na pevnom nosiči s antigénom 
v analyzovanom vzorku. Po ustálení rovnováhy sa systém premyje a následne sa na 
zachytený antigén naviaže ďalšia protilátka. Zisťovaná bielkovina sa detekuje enzymatickou 
farebnou reakciou a intenzita zafarbenia sa zmeria fotometricky. Princíp nekompetitívnej 
imunoanalýzy je znázornený na Obrázku č. 5. [9,10]  
 
 
protilátka, antigén, protilátka značená enzýmom 
Obrázok č. 5: Nekompetitívna enzýmová imunoanalýza [10] 
1.5.5.2 Priama kompetitívna enzýmová imunoanalýza 
 Protilátka, ktorá je zakotvená  v pevnom nosiči, súčasne interaguje s antigénom vo vzorku 
a so značeným antigénom. Antigén vo vzorku a značný antigén teda spolu súťažia 
o obmedzené množstvo voľných miest na protilátkach. Po ustálení rovnováhy sa systém 
premyje a zmeria sa enzýmová aktivita zachytená na pevnom nosiči. Je zrejmé, že čím menej 
antigénu analyzovaná vzorka obsahuje, tým je zistená väčšia enzýmová aktivita, a naopak. 
Princíp priamej kompetitívnej enzýmovej imunoanalýzy je znázornený na Obrázku č. 6. [9,10] 
 
protilátka, antigén, antigén značená enzýmom 
Obrázok č. 6: Priama kompetitívna enzýmová imunoanalýza [10] 
1.5.5.3 Nepriama kompetitívna enzýmová imunoanalýza 
 V prvej časti analýzy je antigén zakotvený na pevnom nosiči a súťaží s nezakotveným 
stanovovaným antigénom o obmedzený počet voľných väzbových miest, nasledovne po 
ustálení rovnováhy je nosič premytý, je to kompetitívna časť. Množstvo zakotvenej protilátky 
sa stanovuje v ďalšej časti a to v nekompetitívnej časti analýzy. K zisťovaniu sa používa 
značená protilátka naproti protilátke, ktorá bola aplikovaná v prvej časti analýzy. 
 Jej výhodou oproti priamej imunoanalýze je univerzálne použitie značenej protilátky pri 
stanovovaní akéhokoľvek analytu touto technikou. Princíp je znázornený na Obrázku č. 7. 
[9,10]  
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protilátka proti antigénu, antigén, protilátka značená enzýmom 
Obrázok č. 7: Nepriama kompetitívna enzýmová imunoanalýza [10] 
 
Pre analýzu bielkovinových frakcií sa používa viacero metód, fungujúcich na princípoch  
elektroforézy, chromatografie a špecifických imunoanalytických stanovení. V dnešnej dobe sa 
pre stanovovanie prolamínov v obilninách volí hlavne ELISA, aj keď ostatné metódy taktiež 
poskytujú užitočné informácie, čo sa týka prolamínov. Táto metóda sa neustále vyvíja na 
základe citlivosti voči rôznym prolamínovým bielkovinám. 
 Toto stanovenie sa javí ako najvhodnejšie pre stanovovanie gliadínu v jačmeni, keďže je 
založené na schopnosti krížových interakcií prolamínov gliadínu a protilátky.  
 Aj táto metóda nie je stopercentná, keďže podľa istého výskumu niektoré pivá s vysokým 
obsahom hydrolyzovaného betahordeínu vykazujú falošne negatívne výsledky analýzy ELISA. 
Táto reakcia sa naďalej študuje.  
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2 PRAKTICKÁ ČASŤ 
2.2 Materiál 
 Pre sledovanie obsahu gliadínu v pive boli analyzované rôzne české pivá zakúpené 
v obchodnej sieti. Pre analýzu bolo z dvadsiatich vybraných vzoriek sedem českých svetlých 
ležiakov, štyri české svetlé výčapné pivá, jeden český tmavý ležiak, tri kvasené sladové nápoje 
s príchuťou a päť špeciálnych pív (z toho dve pšeničné pivá a tri pivá, označené ako 
bezlepkové).  
 Zoznam vybraných českých pív sa nachádza v Tabuľke č. 4. 
 
Názov Charakteristika Obsah alkoholu  
Celia organic svetlý ležiak, bezlepkový 4,5 % obj. 
Celia dark tmavý špeciál, bezlepkový 5,7 % obj. 
Frisco kvasený sladový nápoj, príchuť uhorka a mäta 4,5 % obj 
Frisco kvasený sladový nápoj, príchuť brusinka 4,5 % obj. 
Frisco kvasený sladový nápoj, príchuť čierna ríbezľa 4,5 % obj 
Primus výčapné svetlé  3,8 % obj. 
Gambrinus excelent svetlý ležiak 4,7 % obj. 
Veľkopopovický Kozel svetlý ležiak 4,6 % obj. 
Fénix pšeničný ležiak 4,7 % obj. 
Gambrinus Dry svetlé výčapné 4,3 % obj. 
Master tmavý ležiak 7,0 % obj. 
Primátor Weizenbier nefiltrované vrchne kvasené, pšeničné 4,8 % obj. 
Starobrno  extra chmelený svetlý ležiak 5,3 % obj. 
Pilsner Urquell svetlý ležiak 4,4 % obj. 
Gambrinus výčapné svetlé 4,1 % obj. 
Bernard svetlý ležiak 4,7 % obj. 
Krušovice svetlé výčapné 3,8 % obj. 
Zlatopramen svetlý ležiak so spodným kvasením  4,9 % obj. 
Starobrno medium  svetlý ležiak 4,5 % obj. 
Bernard bezlepkový ležiak 4,7 % obj. 
Tabuľka č.4 : Zoznam pív použitých k analýze  
2.3 Chemikálie, roztoky, materiály 
- Rybacia želatína (Sigma-Aldrich, Kanada) 
- Etanol pro UV (ML Chemica, ČR) 
- Hydroxid sodný (ML Chemica, ČR) 
- Destilovaná voda 
- ELISA kit  RIDASCREEN
® 
Gliadin competitive (R-Biopharm, Nemecko) 
2.4 Prístroje a zariadenia 
- Laboratórna trepačka 
- Laboratórna odstredivka 
- Centrifugálne skúmavky 15 ml 
- Mikroskúmavky eppendorf 1 ml, 2 ml 
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- Zariadenie pre výrobu deiónizovanej vody 
- Laboratórne váhy s presnosťou 0,1g 
- Kadička 150 ml a 800 ml 
- Odmerná banka 100 ml 
- Pipeta sklenená kalibrovaná 1 ml a 10 ml 
- Mikropipeta 20 – 200 l 
- 8 kanálová mikropipeta 30 – 300 l 
- Chladnička 
- pH meter 
- PC so softwarom   
- ELISA prístroj BioTek 
2.5 Pracovný postup 
2.5.1 Príprava vzoriek 
 1 ml odplyneného piva sa zmieša s 9 ml 60% roztokom etanolu, ktorý obsahuje 10% 
rybacej želatíny. Zmes sa 10 minút pretrepáva na trepačke a následne sa centrifuguje. 
Z centrifugačnej skúmavky sa k analýze odoberie kvapálna zložka. 
 Takto pripravená vzorka piva sa používa k vlastnému stanoveniu ELISA kitom. 
2.5.2 Stanovenie gliadínu ELISA kitom  
 ELISA test sa uskutočňuje pomocou mikrotitračnej doštičky s jamkami, v ktorých je 
ukotvený antigén, v našom prípade gliadín. 
 Štandardy gliadínu (sú kalibrované na QQPFP- peptidy) alebo roztok vzorku a značenej 
protilátky (anti-gliadín, monoklonálna R5-protilátka) sa pridávajú do jamiek v rovnakom čase. 
Značené protilátky (enzýmový konjugát) sú naviazané na gliadín na doštičke, prolamínové 
peptidy v roztoku.  
 Počas inkubácie sa vytvoria komplexy antigén- protilátka. V nasledujúcom kroku, ktorým 
je premývanie, sa prebytočný enzýmový konjugát z roztoku odstráni, konjugát naviazaný na 
doštičke sa nezmyje. V ďalšom kroku sa do jamiek na doštičke pridá substrate/ chromogen 
a inkubuje sa. Počas inkubácie naviazaný enzýmový konjugát mení farbu chromogenu na 
modrý produkt. Po uplynutí vopred stanoveného časového intervalu sa inkubácia zastaví 
pridaním stop roztoku, ktorý spôsobí zmenu modrej farby na žltú.  
 Výsledná intenzita sfarbenia sa meria spektrofotometricky pri vlnovej dĺžke 450 nm.  
 Absorpcia je nepriamo úmerná koncentrácií prolamínových peptidov vo vzorku. 
2.6 Výpočet a vyhodnotenie  
 Obsah gliadínu v pive v mg.l-1 vypočíta software RIDA SOFT Win z pripravenej kalibračnej 
krivky. 
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3 VÝSLEDKY  
 Obsah gliadínu vo všetkých testovaných vzorkách pív bol stanovený kompetitívnou 
metódou ELISA. Výsledky sú zhrnuté v nasledujúcej tabuľke (Tabuľka č.5). Táto metóda je 
v súčasnosti najpoužívanejšia a dostatočne spoľahlivá. Jej výhodou je určite rýchlosť, 
schopnosť analyzovať antigén alebo protilátku o veľmi nízkej koncentrácií. Medzi základné 
metódy patrí priama, nepriama a sendvičová imunoanalýza a ďalšie modifikácie tejto metódy, 
ktoré vznikli z potreby vyššej citlivosti. 
 
Názov Charakteristika 
Obsah 
alkoholu 
[% obj.] 
Obsah 
gliadínu 
[mg/l] 
Celia organic svetlý ležiak, bezlepkový 4,5  < 5,0 
Celia dark tmavý špeciál, bezlepkový 5,7  < 5,0 
Frisco kvasený sladový nápoj, príchuť uhorka a mäta 4,5   11,5 
Frisco kvasený sladový nápoj, príchuť brusinka 4,5     5,7 
Frisco kvasený sladový nápoj, príchuť čierna ríbezľa 4,5  < 5,0 
Primus výčapné svetlé  3,8   12,4 
Gambrinus excelent svetlý ležiak 4,7    19,7 
Veľkopopovický Kozel svetlý ležiak 4,6  15,3 
Fénix pšeničný ležiak 4,7  1690 
Gambrinus Dry svetlé výčapné 4,3  13,6 
Master  tmavý ležiak 7,0  15,8 
Primátor Weizenbier nefiltrované vrchne kvasené, pšeničné 4,8  830 
Starobrno  extra chmelený svetlý ležiak 5,3  21,4 
Pilsner Urquell svetlý ležiak 4,4  15,8 
Gambrinus výčapné svetlé 4,1  12,7 
Bernard svetlý ležiak 4,7  7,6 
Krušovice svetlé výčapné 3,8  58,8 
Zlatopramen svetlý ležiak so spodným kvasením  4,9  108,4 
Starobrno medium   svetlý ležiak 4,5  41,3 
Bernard bezlepkový ležiak 4,7  32,6 
Tabuľka č. 5: Výsledky analýzy  
 
Niektoré z vybraných vzoriek pív sú k nahliadnutiu v Prílohe č. 1. 
3.1 Stanovenie gliadínu 
 Príklad mikrotitračnej doštičky s analytom a po pridaní stop roztoku sa nachádza na  
Obrázku č. 8. 
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Obrázok č.8: ELISA doštička po pridaní stop roztoku  
 
 Pre vyhodnotenie výsledkov bol použitý špeciálny software RIDA SOFT Win. Gliadín bol 
stanovovaný metódou ELISA v laboratóriu Výzkumního ústavu pivovařství a sladařství v Brně. 
Na Obrázku č. 9 je zobrazený set na vyhodnocovanie výsledkov so softwarom RIDA SOFT 
Win. 
 
 
Obrázok č. 9: Set na vyhodnocovanie výsledkov so softwarom RIDA SOFT Win  
3.2 Porovnanie množstva gliadínu v pivách rozdelených do piatich skupín 
 Porovnanie množstva gliadínu rozdelené podľa zaradenia do skupín českých ležiakov, 
výčapných svetlých pív, pšeničných pív, sladových nápojov s príchuťou a bezlepkových pív je 
znázornené v uvedenom poradí v Grafoch č. 1 - 5. 
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Graf č.1 : Porovnanie obsahu gliadínu v  českých ležiakoch  
 
 Porovnaním obsahu gliadínu v jednotlivých českých ležiakoch bolo zistené, že najviac 
gliadínu obsahuje svetlý ležiak Zlatopramen (108,4 mg/l), Starobrno medium (41,3 mg/l), 
Starobrno (21,4 mg/l), Gambrinus Excelent (19,7 mg/l), Pilsner Urquell (15,8 mg/l), Master 
tmavý (15,8 mg/l), Veľkopopovický Kozel (15,3 mg/l) a Bernard (7,6 mg/l). 
 
 
Graf č.2: Porovnanie množstva gliadínu v  svetlých výčapných pivách  
 
 Z nameraných hodnôt vyplýva: Krušovice (58,8 mg/l), Gambrinus Dry (13,6 mg/l), 
Gambrinus (12,7 mg/l) a Primus (12,4 mg/l).   
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Graf č.3: Porovnanie množstva gliadínu v  pšeničných pivách  
 
 V prípade pšeničných pív, obsahuje Fénix (1690 mg/l) väčšiu koncentráciu gliadínu ako 
Primátor Weizenbier (830 mg/ml).  
 
 
Graf č.4: Porovnanie množstva gliadínu v  sladových nápojoch s príchuťou 
 
 Porovnaním obsahu gliadínu v skupine sladových nápojov bolo zistené, že obsah gliadínu 
klesá od: Frisco s príchuťou uhorky a mäty (11,5 mg/l), Frisco s príchuťou brusinka (5,7 mg/l) 
a Frisco s príchuťou čiernych ríbezlí (< 5,0 mg/l). 
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Graf č.5: Porovnanie množstva gliadínu v  bezlepkových pivách  
 
 Z porovnania množstva gliadínu v bezlepkových pivách je zrejmé, že koncentrácia 
gliadínu v pive Bernard bezlepkový (32,6 mg/l) je oveľa väčšia ako u pív Celia Organic a Celia 
Dark (< 5,0 mg/l).  
3.3 Porovnanie obsahu gliadínu vo vybraných vzorkách pív 
Porovnanie obsahu gliadínu všetkých vybraných vzoriek je vyobrazené v Grafe č. 6. 
 
 
Graf č.6: Porovnanie množstva gliadínu v  pivách 
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 Z dôvodu veľkých rozdielov v koncentrácií zisťovaného gliadínu, boli z grafu odobrané 
najvyššie hodnoty (Fénix, Primátor Weizenbier), aby bola lepšie viditeľná široká škála obsahu 
gliadínu vo vybraných vzorkách pív. Upravený graf: viď. Graf č. 7. 
 
 
Graf č.7: Porovnanie množstva gliadínu v  pivách (upravený)  
3.4 Výpočet a vyhodnotenie 
 Výsledky obsahu gliadínu v pive vyhodnotil software RIDA SOFT Win z pripravenej 
kalibračnej krivky v jednotkách mg/l. Výsledky analyzovaných vzoriek pív sú zobrazené 
v Tabuľke č. 5. 
 V Prílohe č. 2 je uvedený príklad kalibračnej krivky vyhotovený softwarom pre kompetitívnu 
metódu ELISA. 
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4 DISKUSIE 
 Pre analýzu bol použitý test RIDASCREEN Gliadin Competitive. Presnejšie bola použitá 
nepriama kompetitívna imunoanalýza, ktorá sa zkladá z dvoch častí. Pri prvej, kompetitívnej, 
časti antigén zaktovený na pevnom nosiči (gliadín kit) súťaží s nezakotveným stanovovaným 
antigénom (gliadín vo vzorku) o voľný počet väzbových miest. Následovné premytie, po 
ustálení rovnováhy, zpôsobí odplavenie nenaviazaného antigénu. Vlastné stanovenie 
prebieha v nekompetitívnej časti analýzy, kde sa používa značená protilátka proti 
zakotvenému antigénu (gliadín zo vzorku). 
 Jej výhodou oproti priamej imunoanalýze je univerzálne použitie značenej protilátky pri 
stanovovaní touto technikou. Čo sa týka nekompetitívnej analýzy, na pevný nosič sa zakotvuje 
protilátka. V našom prípade bol použitý gliadín ako antigén zakotvený na pevný nosič. Z tohto 
hľadiska by nám nevyhovovala nekompetitívna metóda. 
 Pri príprave vzoriek bola k vzorkám pridávaná rybacia želatína z dôvodu vyčírenia vzoriek 
pred analýzou. 
 Pripravené vzorky sme testovali metódou ELISA pomocou softwaru RIDA SOFT Win na 
vyhodnocovanie koncentrácií v jednotkách mg/l z pripravenej kalibračnej krivky.   
 Najvyššiu koncentráciu gliadínu z vzoriek českých ležiakov vykazuje svetlý ležiak 
Zlatopramen (108,4 mg/l), najnižšia koncentrácia bola stanovená u svetlého ležiaku Bernard 
(7,6 mg/l). Porovnanie tejto kategórie pív je zobrazené na Grafe č. 1. 
 U vzoriek pív z druhej kategórie, čo znamená svetlé výčapné pivá, bol stanovený najväčší 
obsah gliadínu v pive Krušovice (58,8 mg/l), najnižší obsah gliadínu vykazovalo pivo Primus 
(12,4 mg/l). Porovnanie pív z kategórie svetlých výčapných sú zobrazené v Grafe č. 2. 
 V prípade pšeničných vzoriek, bolo určené pivo Fénix (1690 mg/l) ako pivo s najvyššou 
koncentráciou gliadínu a pivo Primátor Weizenbier (830 mg/l) s koncentráciou o niečo nižšou. 
Graf č. 3 obsahuje porovnanie týchto dvoch vzoriek. 
 Najvyššia koncentrácia gliadínu u sladových nápojov bola zistená u nápoja Frisco 
s príchuťou uhorka a mäta (11,5 mg/l) a najnižšiu koncentráciu vykazoval sladový nápoj Frisco 
s príchuťou čiernej ríbezle (< 5,0 mg/l). (viď. Graf č. 4) 
 Posledná analyzovaná kategória bola kategória bezlepkových pív, z ktorých najvyšší 
obsah gliadínu obsahovalo pivo Bernard bezlepkové (32,6 mg/l) a najnižší obsah vykazovali 
pivá Celia Organic a Celia Dark (< 5,0 mg/l). (viď. Graf č.5)  
 Pšeničné pivá (Graf č. 6) vykazujú najvyšší obsah gliadínu (1690 mg/l a 830 mg/l) a tým 
pádom sa nepovažujú za vhodné na konzumáciu pre ľudí trpiacich celiakiou.  
 Ako pivá s najnižším obsahom gliadínu a zároveň pre celiatikov vyhovujúce boli určené 
pivá Celia Organic, Celia Dark a Sladový nápoj Frisco s príchuťou čiernej ríbezle, u ktorých 
bola koncentrácia gliadínu stanovená na menej ako 5,0 mg/l. Tieto vzorky vyhovujú 
požiadavkám pre bezlepkové pivo, a sú vhodné ku konzumácií pre pacientov trpiacich 
celiakiou. 
 Pivo Bernard, ktoré je označené ako bezlepkové vykazoval obsah gliadínu 32,6 mg/l. Táto 
hodnota nie je ani zďaleka vyhovujúca parametrom bezlepkových potravín (bezlepkové 
potraviny 20 mg/kg ≈ 5,0 mg/l), čiže označenie „bezlepkové“ pre toto pivo nie je správne. 
 Z analyzovaných vzoriek pív sme určili len tri pivá, ktoré vyhovovali parametrom pre 
označenie bezlepkových výrobkov.  
 Existujú metódy, ktorými v pivovaroch pripravujú bezlepkové pivá. Jednou z možností je 
nahradenie obvyklej suroviny pre výrobu sladu (pšenica, jačmeň), sladom z bezlepkových 
obilnín, ako je napríklad pohánka alebo proso. Ďalšou možnosťou je vývin zvláštnych 
technológií na znižovanie obsahu lepku vo výslednom produkte. 
 Pivo Celia sa vyrába v Žateckom pivovare patentovanou metódou, kde dochádza 
k čiastočnému nahradeniu jačmenného sladu špeciálnou odrodou prosa a zároveň je obsah 
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lepku pri výrobe znižovaný špeciálnym postupom. Na rozdiel od iných bezlepkových pív 
vykazuje pivo Celia vlastnosti charakteristické pre české pivo. [23] 
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5 ZÁVER 
 V experimentálnej časti práce bol použitý test RIDASCREEN Gliadin Competitive. Tento 
test je kompetitívna enzýmová imunoanalýza pre stanovenie peptidových fragmentov 
prolamínov z obilnín. Táto metóda bola našom prípade vyhodnotená ako najefektívnejšia 
metóda pre stanovenie gliadínu v pive, čo bolo vyhodnotené z literárneho prehľadu. 
 K sledovaniu obsahu gliadínu v pive bolo v komerčnej sieti zakúpených a pre analýzu 
vybraných dvadsať českých pív a výsledky boli zaznamenané do tabuľky (Tabuľka č. 5).  
 Vybrané české pivá vykazovali širokú škálu koncentrácií gliadínu. Obsah gliadínu 
vykazoval v českých ležiakoch hodnoty v rozmedzí 7,6 – 108,4 mg/l, v svetlých výčapných 
pivách 12,4 – 58,8 mg/l, v pšeničných pivách 1690 mg/l a 830 mg/l, v sladových nápojoch 
s príchuťou hodnoty v rozmedzí < 5,0 – 11,5 mg/l a v bezlepkových pivách hodnoty < 5,0 – 
32,6 mg/l. Najvyššie hodnoty boli zaznamenané u pšeničných pív (1690 mg/l, 830 mg/l). 
 Z analyzovaných dvadsiatich českým pív len tri vzorky (Celia Organic, Celia Dark, Frisco 
s príchuťou čiernej ríbezle) vykazujú dosť nízky obsah gliadínu na to, aby boli zaraďované 
k bezlepkovým pivám (pre bezlepkové potraviny platí, obsah gliadínu 20 mg/kg ≈ 5,0 mg/l). 
 Pivo Bernard označený ako bezlepkový naopak vôbec nevyhovoval parametrom, 
zaraďujúcim výrobky do kategórie bezlepkové (32,6 mg/l). 
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7 ZOZNAM POUŽITÝCH SKRATIEK A SYMBOLOV  
Ca2+   vápenatý katión 
Mg2+   horečnatý katión 
Sr2+   strontnatý katión 
Ba2+   bárnatý katión 
µg    mikrogram 
mg    miligram 
kg    kilogram 
ml    mililiter 
l    liter 
mg/kg   miligram na kilogram 
mg/l   miligram na liter 
% obj.   objemové percento 
nm    nanometer 
CKT   cylindrokónické tanky 
SDS – PAGE   elektroforéza v polyakrylamidovom géle s dodecylsulfátom sodným 
acid – PAGE  elektroforéza v kyslom prostredí 
IEF    izoelektrická fokusácia 
CZE   kapilárna zónová elektroforéza 
HPLC – HPCE vysokoúčinná dvojrozmerná elektroforéza 
HPLC   chromatografia na reverznej fáze a na jónomeničoch 
PCR   polymerázová reťazová reakcia 
DNA   deoxirybonukleová kyselina  
ELISA   enzýmová imunoanalýza (enzyme-linked immunosorbent assay) 
RIDA SOFT Win software  
RIDASCREEN kompetitívny ELISA test 
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8 ZOZNAM PRÍLOH 
Príloha č. 1:  Niektoré z vybraných vzoriek pív k analýze 
Príloha č. 2:  Kalibračná krivka vyhotovená softwarom RIDA SOFT Win 
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Príloha č. 2: Kalibračná krivka vyhotovená softwarom RIDA SOFT Win  
